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第 1 章 略語 
AGEs        ：Advanced Glycation end Products 
CD 36        : Cluster of Differentiation 36 
CMA        ：Carboxy Methyl Arginine 
CML        ：Nε-(Carboxy Methyl) Lysine 
CR       ：Caloric Restriction 
αMEM      ：Alpha Modified Eagle Minimum Essential Medium 
ECM       ：ExtraCellular Matrix 
EGCG      ：Epigallo Catechin Gallate 
ERC     ：ExtraChromosomal rDNA cicrle 
FAD         : Flavin Adenine Dinucleotide 
FBS         ：Fetal Bovine Serum 
FGF         : Fibroblast Growth Factor 
FOXO        : Forkhead Box Protein 
GDH        : Glutamate Dehydrogenase 
GO          : Glyoxal 
HAT        ：Histone Acetyltransferase 
HDAC      ：Histone Deacetylase 
Hyl          : Hydroxy Lysine 
Hyp         : HydroxyProline 
IL-1/-6       : InterLeukin-1/-6 
LOX-1       : Lectin-Like Oxidized Low Density Lipoprotein Receptor-1 
LTBP-4      : Latent TGF-β Binding Protein 4 
LTQ     ：Lysine Tyrosyl Quinone 
MFAP-4     : Micro Fibril-Lar-Associated Protein 4 
MGO        : Methyl Glyoxal 
MMP      ：Matrix Metallo Proteinase 
NAD        : Nicotinamide Adenine Dinucleotide 
NAMPT     : Nicotim Amide Phosphoribosyl Transferase 
NFκB       : Nuclear Factor-kappa B 
NMN       : Nicotinamide Mono Nucleotide 
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NMNAT     : Nicotinamide Mononucleotide Adenylyl Transferase 
Pen Strep   ：Penicillin Streptmycin 
PEPCK 1    : Phosphoenol Pyruvate Carboxy Kinase 1 
PBS       ：Phosphate Bufferd Saline 
RAGE       : Receptor AGEs 
Res        ：Resveratrol 
SR           : Scavenger Receptor 
TGF－β      : Transforming Growth Factor-β 
TIMP       ：Tissue Inhibitor or MetalloProtease 
TNF-α       : Tumor Necrosis Factor-α 
UV          : Ultra Violet 
3-DG        : 3-Deoxy Glucosone 
8OHdG     ：8-oxo-2’-deoxogunosine 
4 
 











ントシジン生成、 CML 生成、コラーゲン生成に及ぼす影響、及びに Res , EGCG 添
加による抗酸化能の測定を行った。 
【結果】 
UVA 照射後の細胞において、Res および EGCG の添加は、培地中へのコラーゲン、
エラスチン分泌量を増加させた。Res 添加によるコラーゲン分泌は濃度依存的な減少で
あった。また、CollagenⅠ遺伝子、Collagenase 遺伝子の発現の亢進がみられた。UVA
を照射しない細胞では、Res の添加により CollagenⅠ 遺伝子、Elastin 遺伝子、 
SirtuinVI 遺伝子発現の亢進がみられた。コラーゲン中の CMA 糖化反応の測定では、 












また、コラーゲンの糖化の指標となる CMA の抑制、ペントシジン、 CML 生成の




















































ルとして紫外線を照射したヒト成人の皮膚線維芽細胞株を用いる¹³⁾こととし、 in vitro 
培養系のヒト皮膚線維芽細胞 305M に皮膚の真皮に到達しうる UVA を照射して実
験を行った。さらに、食品の機能性成分である エピガロカテキンガレート（EGCG）、




遺伝子としては、全コラーゲンの 9 割を占める CollagenⅠ を測定した。また
Sirtuin として知られる酵素ファミリーの中で、出芽酵母の  Sir 2 および哺乳類
の  SIRT 1 はレスベラトロールにより活性化されるとする数多くの報告がある¹⁴⁾。一
方、SirtuinⅥ は真皮のコラーゲン代謝を調整し¹⁵⁾、全身の老化や皮膚のコラーゲンに
関係していることが知られている。また、テロメア維持と細胞老化の制御、 DNA 修
復、および代謝制御など酵母 Sir 2 （SIRT 1  ）と類似した機能を保持しており、転
写制御にも関与していることが明らかになっている¹⁶⁾¹⁷⁾¹⁸⁾。Sir 2  と Res との関連
性に関する多くの研究報告がある中、SirtuinⅥ  との関連性を記した報告はされてい





（advanced glycation endproducts: 最終糖化反応生成物）は、体内の細胞や分子に影
響を与え、加齢の一因であり、加齢性疾患の原因であると考えられている。 
CMA（カルボキシルメチルアルギニン）は GO（グリオキサール）を中間体として




そこで、コラーゲンを GO で糖化させ、生成された CMA に糖化反応を阻害するア




































































































































































 シンデカンは細胞の表面にあって、コラーゲンや細胞増殖因子の１つの FGF (線維芽
細胞増殖因子=Fibroblast Growth Factor) と結合する性質を持っている。細胞がコラ
ーゲンに接着するのにかかわっており、また FGF が細胞増殖活性を発揮するのにもか
かわっていると考えられている。 
 デコリンは、別の細胞増殖因子 TGF－β (トランスフォーミング増殖因子 β＝
Transforming Growth Factor-β) は細胞増殖因子と言う名が付いているが、多くの細胞
の増殖を抑制する因子と現在では考えられている。また細胞外マトリックスの産生を促

























 老化には、生理的要因による内因性老化 (intrinsic aging) である自然老化に加え、












































線 UVB は、NADPH oxidase と呼吸連鎖反応を活性化することにより、・O₂⁻（スー
パーオキシドアニオンラジカル ）を細胞内で産生する³⁰⁾³¹⁾³²⁾。紫外線 UVA は、細胞
内の NADPH oxidase の活性化と AGEs の光増感反応により、・O₂⁻ を産生し³⁰⁾³³⁾³⁴⁾、
さらに riboflavin 系や porphyrin 系のような chromophore を介した光増感反応に
より¹O₂ （一重項酸素）を産生する。 
 紫外線による細胞傷害の中に細胞内 DNA の損傷がある。 DNA は 260nm 付近に
吸収極大を持つ化学物質であり、紫外線 UVB を吸収することにより光化学反応を起
こし、シクロブタン型ピリミジン 2 量体を生成することが知られている³⁵⁾。また紫外



















地上に届く太陽光線には、短波長側から真空紫外線 C 波 (100~290 nm) 、紫外線 B 
波（UVB :290~320 nm）、紫外線 A 波 (UVA :320~400 nm) 、可視光線 (400~780 
nm) 、赤外線 (780 nm~1 mm) が含まれる。真空紫外線は、地球大気圏中の酸素やオ
ゾンに吸収され地上には届かない。 UVC は、遠紫外線と言い、 UVB 、UVA は近
紫外線と総称される。赤外線は IR-A (780~1,400 nm)、 IR-B (1,400~3,000 nm) 、IR-C 
(3,000~1 mm) の 3 つに分かれ、それぞれが、近赤外、中赤外、遠赤外に相応し、地
上に到達する赤外線のほとんどが近赤外線であり、生体煮影響する赤外線は近赤外線領
域である。 
 波長が短いほど生体への障害性が強い。これは細胞 DNA の吸収スペクトルが 240 










紫外線（290～400nm)        6%の比率で地上に届いている 
可視光線（400～760nm)    52%                  ; 
赤外線（760nm～1.0mm)      42%           ; 
                
  




≪紫外線 A 波 (UVA) ≫ 
 UVA は地球成層圏のオゾン層に全く吸収される事なく地表に届いており、太陽から
届く紫外線の 9 割を占め、皮膚に蓄積的なダメージを与えており、皮膚老化の原因の 




内色素団などを照射し、 DNA 、FAD（Flavin Adenine Dinucleotide）、リボフラ
ビンなどフィビン系色素団に吸収され、活性酸素種 (ROS) の一重項酸素、スーパーオ
キサイドアニオン、過酸化水素、ハイドロオキシールラジカル等の極めて高い分子の生
成を促し、細胞構成成分の過酸化による障害が起こる。 UVA は、皮膚細胞 DNA に
は吸収されることがなく、 UVB のように DNA が紫外線を直接吸収して、ピリミジ
ン 2 量体などの光産物の生成は起こらないが、中でも細胞膜の主成分である、リン脂
質などは過酸化により、細胞としての生理、生化学的、及び形態的な完全性への間接的






























グナルペプチドがあり、 N 末端と C 末端にプロペプチドと呼ばれるペプチドが付い
ている。 
分子内には、コラーゲン特有のヘリックス構造領域と 10 残基程度のヘリックス構造
をもたない  N 、 C 末端の領域（テロペプチド）がある。コラーゲンペプチドのアミ
ノ酸配列の特徴は、3 残基ごとにグリシンが存在し、Gly-X-Y の繰り返し構造であり、 
Gly 残基の側鎖は、水素原子であり、最も小さいアミノ酸である。分子量が小さく、ね
じれが容易なため、三重螺旋構造では、 3 本のポリペプチド鎖の中の Gly が螺旋の
内部に位置しており、芯を形成している。X の位置にプロリン、 Y の位置にヒドロキ










         
図 3 . プロリンからヒドロキシプロリンへの変化 
 
コラーゲン分子は、グリシン残基と他のアミノ酸残基 2 個（Gly-X-Y）が繰り返す












持されるために必須である。またこの反応に必要な O₂ の活性化には、Fe²⁺  が不可欠
であるが、プロリルヒドロキシラーゼに配位されている Fe²⁺  は酸化されやすく、そ








 アミノ酸末端のプロペプチド (N-プロペプチド) の中には短い三重螺旋構造が存在
するが、大部分は非螺旋構造で、カルボキシ末端のプロペプチド(C-プロペプチド) は
全部非三重螺旋構造でほぼ球状をしている。その直後に組織の中に備わっている特異的












       













































      型 主な分布 
















       表 1 . コラーゲンの分子種 
 
Ⅰ型のコラーゲンの場合、 1 個の分子量が約 10 万で、アミノ酸残基数 1000 程度
の一続きのポリペプチド鎖（α 鎖）が 3 本で三重螺旋構造を作り、分子量 30 万、コ
ラーゲンヘリックス領域の長さが 300 nm 、直径 1.5 ~ 2 nm の細長い棒状のタンパ
ク質で、 3 本のポリペプチド鎖は、それぞれ左巻きの螺旋を巻きながら、 3 本のポリ
ペプチド鎖が合わさって、右巻きの螺旋を作るコラーゲン分子の複合三重螺旋構造であ
る。 
コラーゲンの分子は、 長軸方向に 1 分子の約 1/4 ずつ規則的に基礎杭的にずれな
がら自己集合し、 67nm（1D）の周期を持つ線維束を形成しており、コラーゲン分子




             































 コラーゲンの三重螺旋構造は 40 ℃ ぐらいの温度で変性され、コラゲナーゼによっ







ミリーに属する酵素で MMP (matrix metalloprotease) でコラゲナーゼを MMP-1、ゼ
ラチナーゼを MMP-2、ストロメライシンを MMP-3 と呼ぶ。MMP の仲間は 23 種











が、組織の中にはある TIMP(tissue inhibitor or metalloprotease) .がある。これらの
酵素の活性は、TIMP  によって厳密に制御されているが、炎症、癌浸潤などの病的状





図 7. コラーゲンペプチドの生成過程    
 
     種類         名称             基質 
MMP-1 コラゲナーゼ Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅹ型コラーゲン 
MMP-2 ゼラチナーゼ A ゼラチン、Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅺ型コラーゲン 
    ラミニン、フィブロネクチン、エラスチン 
MMP-3 ストロメライシンー1 ゼラチン、Ⅲ、Ⅳ、Ⅶ、Ⅸ型コラーゲン 
    ラミニン、フィブロネクチン、プロテオグリカン 
MMP-7 マトリライシン ゼラチン、Ⅳ型コラーゲン、フィブロネクチン、 
    エラスチン、プロテオグリカン 
MMP-8 好中球コラゲナーゼ Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型コラーゲン 
MMP-9 ゼラチナーゼ B ゼラチン、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型コラーゲン 
    エラスチン 
MMP-10 ストロメライシンー2 ゼラチン、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型コラーゲン 
    フィブロネクチン 
MMP-11 ストロメライシンー3 ゼラチン、フィブロネクチン、ラミニン、 
    プロテオグリカン 
MMP-12 メタロエラスターゼ エラスチン 
MMP-13 コラゲナーゼー3 Ⅰ型コラーゲン 
MT1-MMP 膜型 MMP   
























とが明らかになってきている。形成されるアミノ酸の 80 ～ 90％ は、ロイシン、ア
ラニン、グリシン、プロリン、バリンの 5 種の疎水性アミノ酸によって占められてお
り、グリシンが全体の 1/3 をしめている。またコラーゲン同様、プロリンとリシンが
豊富にあり、プロリン含量は、全体の 10 ％ 前後を占め、ヒドロキシプロリンも多少
含まれているがほとんど含まれておらず、ヒドロキシリシンは含まれていない。 





















ず、トロポエラスチンがフィブリリン 1 (Fibrillin-1) によって形成されたマイクロフィ
ブリル上に沈着して初めて弾性線維となる。フィブリリン -1 は、  MFAP- 4 




上には LTBP- 4 (Latent TGF-β binding protein 4) が存在し、トロポエラスチンは 




シダーゼ (LOX) 酵素によって架橋され、伸縮性を生み出す⁵⁰⁾。 
















イソデスモシンは、含まれている弾性線維の量を表すのに用いられる。     
      
図 8 a. エラスチンの仕組み  
        
図 8 b. 架橋形成により形成されるエラスチンの仕組み   
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架橋 LTQ (Lysine Tyrosyl Quinone) を形成する⁵⁵⁾。この LTQ が LOX のオキシダ
ーゼ活性の活性中心となる。全長 LOX は分泌され N 末端プロペプチドが切断されて























 コラーゲン分子の N 末端と C 末端には、非ヘリックス部分が存在し、コラーゲン





         
リシルオキシターゼ反応 
図 10 . リシンのリジルオキシターゼによる反応 
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Nε-(carboxymethyl) lysine: CML は、 糖化修飾された蛋白質 Lys 残基がスーパーオキ
サイドやヒドロキシラジカルにより酸化されることにより生じる糖酸化生成物で、 生







AGEs の生成が促進される。  
ペントシジンは、リシンとアルギニン残基をペントースが架橋した構造で、アミノ酸





































内に 2 つのカルボニル基(C=O)を有する α―ジカルボニル化合物を生成する。特に 




組織内には AGEs が生成、蓄積する⁶⁹⁾⁷⁰⁾⁷¹⁾。 



















AGEs の物理化学的特徴として、AGEs 化したタンパク質である AGE 修飾タンパク
をリガンドとして認識する AGE 受容体の存在が知られている。現在 AGE 受容体とし
ては、ガレクチン 3（galectin-3）、RAGE（receptor for AGEs）、スカベンジャー受
容体(SR= scavenger receptor) クラス A(SR-A)、SR クラス B に属する 








lipoprotein receptor-1(LOX-1)、fasciclin、EGF-like,laminin-type EGF-like and link 
domain-containing scavenger receptor-1(FEEL-1)、FEEL-2 およびメガリンが知られ
ている。多くは AGE の取り込み能と分解能を有するものであり、生体内から AGE を
排除する役目を担っている可能性が考えられる。 AGE 受容体の中で細胞内シグナリ
ンによって細胞傷害を引き起こすことが明らかになっているのは RAGE のみである。 
RAGE タンパクは一回膜貫通型のⅠ型膜タンパクであり、イムノグロブリンスーパー
ファミリーに属し、細胞外領域に 3 つの免疫グロブリン様ドメインを持つ。最も N 末
端にある免疫グロブリン可変領域様ドメイン部分の内部に AGE 結合部位が存在し
ている⁷³⁾。 
細胞は AGE 修飾タンパク質と AGE 受容体 RAGE の結合を引き金にして、サイト
カインや成長因子の産生亢進など種々の細胞応答を引き起こし、種々の疾患発症・進展
へと向かう事が考えられている。 
皮膚中に蓄積した AGEs は、細胞表面に存在する RAGE と結合し、細胞内シグナル
伝達により TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α)、IL-1 (Interleukin-1)、IL-6 
(Interleukin-6)などの炎症サイトカインの分泌を亢進する⁷⁴⁾⁷⁵⁾ 。 
血中の AGEs の取り込みにはクッパー細胞や内皮細胞で発現する RAGE やスカベン
ジャーレセプターが関わっている事が示唆されている。AGEs の RAGE への結合は N
F-kB の活性化などを引き起こす。糖尿病や加齢に際しては AGEs だけでなく RAGE
の発現も上昇している。RAGE はグロブリンファミリーに属する膜貫通タンパク質で
あるが、他に分泌型の sRAGE、N 末端を欠く NtRAGE もある。RAGE は免疫細胞に
も発現しており、その免疫機能の発揮にも重要な役割を持つ事が示されている。RAGE
の抑制はほとんどの場合保護的な作用をもたらすが、免疫応答が損なわれるという報告
もある。一方で、AGEs は受容体 RAGE に結合し、細胞内シグナルを介して遺伝子発
現の活性化あるいは抑制に関与している。特に注目されるのは細胞内酸化ストレスの増










グリセルアルデヒド、グリコールアルデヒドなどの中間体から AGE である CML、CEL
やペントシジン、ピラリン、GA ピリシンなどが生成される。さらに AGE の酵素的な
生成ルートも知られている。 














OH) により酸化、非酵素的な糖修飾を受けることにより AGEs の一種である糖酸化生
成物 (glycooxidation)が生じ糖化タンパク質 CML が生じる。   
 CML は、生体内で形成される AGEs の中で最も多く存在することが報告されてお
り、皮膚蓄積性 AGEsの代表である。加齢に伴う皮膚コラーゲンへの蓄積など、長期的な

























蛍光性は、励起波長 (ex)  : 335 nm 、蛍光波長 (em)  : 385 である。 
ペントシジンは、皮膚コラーゲン中に存在し、加齢と共に増加する⁷²⁾⁸⁰⁾⁸⁵⁾。 









図 13. ペントシジン 
 
CMA は、GO を中間体としてアルギニンから生成する AGEs で、コラーゲンなど
の結合組織タンパク質に由来する糖化タンパク質に特異的に生成する。このため、CMA
はコラーゲンの糖化マーカー として有用であると考えられている⁸⁶⁾。AGEs のうちリ




図 14. CMA  
 





サーチュイン遺伝子 (Sir 2) は長寿遺伝子または抗老化遺伝子と呼ばれ、その活性化
により生物の寿命が延びるとされる。サーチュイン (Sirtuin) は、サーチュイン遺伝子
の活性化により合成されるタンパク質である。サーチュイン遺伝子 (Sir 2) は複合型遺
伝子座 (HM loc) 、テロメア及びリボソーマル DNA (rDNA) 領域のクロマチンサイレ
ンシング因子の 1 つとして出芽酵母(Saccharomyces cerevisiate) の接続型を制御す
る遺伝子の１つとして同定された⁸⁹⁾。 Sir 2 による寿命延長効果は、酵母だけではな
く、線虫、ショウジョウバエなどの異なる生物でも相次いで報告され、長寿遺伝子と呼
ばれるようになった⁹⁰⁾。 




おり、遺伝子発現のスイッチが ON になる際は、ヒストンアセチル転移酵素 (HAT : 
histone acetyltransferase) によってヒストンがアセチル化され、遺伝子発現のスイッ




体の１つでもある。 NAD は、哺乳類ではニコチンアミドを主要な基質として、 2 段
階の酵素反応を経て合成される。第一段階はでは、 NAMPT （ニコチンアミドフォス
フォリボシルトランスフェラーゼ=nicotimamide phosphoribosyltransferase）酵素が、
ニコチナミドを NMN (ニコチナミドモノヌクレオチ Nicotinamidemononucleotide)
に変換し、第二段階の酵素反応によって、 NMN が NMNAT （ニコチナミドモノヌ
クレオチドアデニルトランスフェラーゼ=Nicotinamide mononucleotide 










 カロリー制限やレスベラトロール⁹³⁾などの SIRT1 アクチベーター（活性化合物）、
または NAD 合成の上昇によって SIRT1 が活性化され、代謝の適応が起こり、その結
果として、寿命延長、抗酸化作用が発揮されると考えられている⁹⁴⁾。 
分裂寿命が近づいた出芽酵母では、rDNA 領域における相同組換えにより切り出さ











 酵母 Sir 2 のオーソログ (orthologue) であり、高い DNA 相同性を示し、最も類似
している。 Sir 2 同様、非常に強い脱アセチル化酵素を持つ。細胞質と核内に局在。 
 ヒストン以外にも SIRT 1 に基質として、がん抑制遺伝子 p53 、ストレス応答やア
ポトーシス制御に関わる FOXO 3 、炎症や免疫応答などに関わる NF-κB 、筋分化の
制御因子 MyoD 、血管新生に関わる eNOS 、核内受容体 PPARγ 、コファクター 1 
(PGC 1 α) などがある。生命現象に関わる重要なタンパク質を制御して細胞機能を調整
している⁹⁶⁾。 








を持つ。 RIP 3 と相互作用し、その結合パートナーである RIP 1 を脱アセチル化す
ることで複合体形成を促し、それによりネクローシスを促進させる。 
 SIRT 2 の基質として、α―チューブリン、ヒストン H4 、 FOXO 1/3 (Forkhead box 






質として細胞質で翻訳され、ミトコンドリアに移行した後に、 N 末側の 100 アミノ
酸残基が切断されることで活性化型となる。一部核内にも局在している⁹⁹⁾。 SIRT 3 の
発現は、肝臓において絶食により増加することから、カロリー制限に伴って起こる代謝
性の変化をもたらす働きをもつ。主な機能としては、ミトコンドリアタンパク質脱アセ
チル化の他に酢酸代謝制御、脂肪酸酸化、 ATP 産生などがある。 
 
＜SIRT 4＞ 
 ミトコンドリアマトリクスに局在。 314 アミノ酸からなるタンパク質で、 N 末端
のシグナル配列によりミトコンドリアのマトリクスに輸送され、その際にシグナル配列
が切断される。グルタミン脱水素酵素(GDH=Glutamate Dehydrogenase)  を阻害し


















 核内、ヘテロクロマチン領域に局在。モノ ADP リボース転移酵素活性をもち、ヒ
ストン H 3 の 9 番目 (H 3 K 9) や 56 番目 (H 3 K 56) のリシンを基質特異的に脱
アセチル化する⁹⁰⁾¹⁰¹⁾¹⁰²⁾。またヒストン以外の非ヒストンタンパク質の基質も多く持ち、
ミリストイル基などの長鎖脂肪酸を脱アシル化する活性を持つ⁹⁰⁾。 
 ヒストン脱アセチル化酵素 (HDACs) の存在かでも、H 3 K 9 、H 3 K 56 のアセチ






 SIRT 6 が、テロメアに結合し、H 3 K 9 と  H 3 K 56 を脱アセチル化することに
より、テロメアを制御しているという研究報告がある。主な機能としては、塩基除去修




 核内、核小体によく局在。NAD⁺ 依存的的にヒストン H 13 の 18 番目のリシンを























テロメアの大部分は二本鎖 DNA だが、テロメアは直鎖状 DNA が安定に存在するた
めに必要な領域で、哺乳類の場合なら 5´―（TTAGGG）n―3′という 6 塩基対の繰り
返し配列からなり、各染色体末端 に 1 万塩基対くらいの長さで存在し、数万塩基対も
つながっている。反対側の鎖は 3’－（AATCCC）―5’の繰り返しである。 3´ 末端が
一本鎖で、 100 塩基程度オーバーハングしていて、この部分は G テイルと呼ばれてい
る。テロメアにはテロメアの塩基配列を認識して結合するタンパク質が結合しており、
最も末端部分では DNA のループ構造（ t ループ）が形成され、末端の存在が隠され
ている物と考えられる。 
ループには、TRF1 複合体と TRF2 複合体というたんぱく複合体が結合していること
が示唆されている。ループの形成にはある長さのテロメア DNA の存在が必要であり、
不足するとループを形成できず異常な、 DNA 末端の存在として認識される。 
DNA が複製さあれるとき、新生 DNA 鎖の 5´ 端は鋳型に比べて短く、鋳型鎖 5´ 























3,5,4'-トリヒドロキシ-trans-スチルベンである。 Res は、植物の細菌感染や UV 照射
により、植物中で合成が促進する。植物中では、スチルビンシンターゼという合成酵素
により Res が合成され、その酵素は限られた植物にのみ存在し、その植物中に Res が
存在する¹⁰³⁾¹⁰⁴⁾。 
 







（CR:Caloric Restriction）を 65 ~ 70% する事¹⁰⁵⁾で、長寿遺伝子と呼ばれるサーチ
ュイン遺伝子（Sir 2）が活性化し、酵母の寿命が延長する抗酸化作用が報告されてい
る¹⁰⁶⁾。 Sir 2 の哺乳類ホモログであるヒト SIRT 1 による p53 ペプチドの in vivo 
での脱アアセチル化を定量する事により、低分子物質ライブラリーをスクリーニング
し、Res をはじめとするポリフェノール化合物が SIRT 1 活性を亢進し、酵母の老化
を抑制するサーチュイン遺伝子遺伝子）に直接作用し活性化し、酵母の寿命を延長さ
せることがわかった¹⁰³⁾¹⁰⁷⁾。 
  Res には、シクロオキシゲンーゼを抑制する抗炎症作用が見いだされ、血管拡張作
用、抗血管新生作用、神経保護作用、抗癌作用、抗加齢作用など報告されている¹⁰⁸⁾。 




子 NF –κB の働き抑制などが報告されている¹⁰⁹⁾。 
  線維芽細胞において、 SIRT  1 の発現がコラゲナーゼ（MMP 1）の発現を抑制す
る事から Res はコラゲナーゼの発現抑制をするという報告がある¹¹⁰⁾。 
 
【トランスレスベラトロール】         【シスレスベラトロール】 











カテキン（catechin）は、フラボノイド（flavonoid）の 1 種で、狭義には、C15H14O6 で
表される化合物であり、化学式分子量 290.27 である。化学構造的には 2 個のベンゼン
環（A および B 環）が、3 個の炭素で結ばれたもので、この 3 個の炭素は 1 個の酸素原
子とともに 6 員環（C 環）を形成している。フラボンやイソフラボンと異なり、C 環 2、
3 位に二重結合はなく、3 位にヒドロキシ基をもつ、フラバノール（flavanol, flavanol‐
3‐ol）骨格を有し、多くの植物に含まれている化合物（+）catechin である。ほかのフ
ラボノイドと同様、A 環に 2 個のフェノール性ヒドロキシ基を持つが、このほか、B 環
に 2 個あるいは 3 個のフェノール性ヒドロキシ基をもち、それぞれ、カテキン、ガロカ
テキンと称される。 
カテキンは、フラボノイドの一種であることから、他のフラボノイド類と同様に A 
環の 5 位と 7 位、 B 環の 3’ 位と 4’ 位および C 環の 3 位には水酸基あるいは水
酸基から変化したエーテル結合、エステル結合、配糖体結合を有する化合物が多く存在
する。また C 環の 2 位と 3 位の炭素は不斉炭素であることから、立体異性体も存在
する。 
生合成的には、 2 位の炭素の絶対配置は R タイプのものが合成される。しかし、 
2 位の炭素ベンジル位の炭素で、しかも酸素も結合していることから異性化しやすい環
境にある。とくに B 環の 4’ 位に水酸基を有する化合物の場合、異性化は簡単に起こ
る。現在までに知られているカテキンのほとんどが 4’ 位に水酸基を有している。 







（epigallocatechin gallate＝EGCG）の 4 つである。含有量の順は
EGCG>EGC>ECG>EC である。 
 カテキン類のうち、体内産生ラジカルが原因となる酸化障害を EGCG が最も強く












 EGCG を生体が感知する仕組みを緑茶カテキンセンシングと言いい、EGCG センサ




図 17 . エピガロカテキン 緑茶に含まれる主なカテキン類化合物 
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第 4 章 実験方法 
1)培養条件 
ヒト皮膚線維芽細胞は、理研バイオソースより入手した成人 (26 才) 皮膚由来正常線
維芽細胞 (RCB0156 : 305M) を用いた。培地は Low-glucose 組成 (1g/L) のフェノー
ルレッド含有  αMEM 培地  (Gibco、Ribuucleosides、L-Glutamine) 400 mL 、 
NaHCO3  ( Sodium Hydrogen Carbonate)  水溶液 (14 g/L) 50 mL 、 Pen-Strep 
(Penicillin-Streptomycin) 2.5 mL (Gibco、10,000 units/mL penicillin, 10,000 μg/mL 
streptomycin) 、FBS 50 mL (Gibco、仔牛胎盤血清) を加えてクリーンベンチ内で作
製し、培養に用いた。細胞を 24 well プレートに 75 cells/mm² の密度で播種し、 5 % 
CO₂ ､湿潤状態下 37 ℃ のインキュベーター内で培養した。継代日を Day 0 として、 
Day 3 に UVA を照射し、24 時間後 Day 4 に培地を交換するとともに機能性成分の
添加を行い、 Day 7 および Day 13 に培地を回収し、培養中に分泌されたコラーゲン、
エラスチンを測定試料とした。回収した培地はマイクロチューブに入れてそれぞれ冷
蔵・冷凍保存した。 Day 13 に培地を回収した後、細胞のシリウスレッド染色および 
total RNA の抽出を行った。 
 
2) UVA 照射 
細胞を 24 well プレートに播種して、培養 3 日目にクリーンベンチ内で、ハンディ 
UVA ランプ (365 nm 、アズワン株式会社、 50 mm の距離での照射強度 1407 
μW/cm²) を用い、 120 分間照射を行った。本実験ではプレートの 65 mm 上方から
照射して UVA 強度を 832 μW/cm² とした。 
 
3) 機能性成分の培地への添加 
Res および EGCG を Dimethyl sulfoxide (DMSO) に溶解し、それぞれ 200 m 
mol/L の溶液を作製し、細胞添加に用いた。機能性成分溶液は、 UVA 照射 24 時間
後 Day4 に、培地交換を行った際と、その後の添加後培養 3 日目 ( Day 7) と 6 日
目 (Day 10) の培地交換の際に、最終濃度 50、 100、 150 μ mol/L になるようにそ




定量には Sircol assay Kit (Biocolar 社) を用いた。回収した培地について、キット
のプロトコールに従ってコラーゲン濃度を測定した。 
マイクロチューブに 470 μℓ の DW 、培地 30 μℓ 、 Isolation & Concentration 
Reagent （PEG 3000 – 4000）を 100 μℓ 加えて 0 ～ 4 ℃ で 24 時間静置し、PEG
沈殿させ、12,000 r.p.m、4 ℃ で 10 分間、遠心分離にかけ、上澄み 500 μℓ をマイ
クロピペットで取り除き、Sircol Dye Reagent を 500 μℓ 加えて色素結合させ、A 
Vortex mixer 5～6 で 30 分振動させ、12,000 r.p.m、4 ℃ で 10 分間、遠心分離に
かけた。上澄みを捨て、Acid Salt Wash Reagent（ 20 ml＋脱イオン水 80ml）を氷水
に浸けながら、 375μℓ を加えて、 
12,000 r.p.m、4 ℃ で 10 分間、遠心分離にかけ、 酸洗浄後に、 Alkali Reagent 
を 125 μℓ 加えてアルカリ抽出を行った。 A Vortex mixer 5～6 で 5 分振動させ、 96 




トータル 10μℓ 、20μℓ、 30μℓ の中で、αMEM＋コラーゲン標準液の割合を変えて、
Isolation&Concentration Reagent を加えて PEG 沈殿させ、上澄みを取り除いた後、
Sircol Dye Reagent を加えて遠心にかけ、上澄みを取り除き、Acid Salt Wash Regent
を加えて遠心にかけ、上澄みを取り除いた後に Alkali Reagent を加えて、Biorad 社の
microplate reader3550 吸光度 550nm で測定しました。 













10μℓ+0μℓ 9μℓ＋1μℓ 8μℓ＋2μℓ 7μℓ＋3μℓ 
0.049 0.061 0.088 0.103 
20μℓ＋0μℓ 18μℓ＋2μℓ 16μℓ＋4μℓ 14μℓ＋6μℓ 
0.096 0.107 0.169 0.209 
30μℓ＋0μℓ 27μℓ＋3μℓ 24μℓ＋6μℓ 21μℓ＋9μℓ 
0.116 0.175 0.239 0.331 
表 3 . 





分添加培地で培養 9 日目の細胞を PBS で洗浄後、 Bouin’s 液 (24 ％ ホルマリン、 
71 ％ 飽和ピクリン酸、 5 ％ 氷酢酸) で 60 分間固定した。 アスピレーターで吸引
後、 15 分間流水で洗浄後、クリーンベンチ内で乾燥させ、シリウスレッド溶液 (Sirius 
Red を飽和ピクリン酸水溶液に 0.1 ％ の濃度で溶解) を加え、マイクロプレート振盪






















液でアルカリ抽出を行い、マイクロプレート振盪機で 30 分間振盪した。 96 well プ
レートに 100 μℓ ずつ注入し、マイクロプレートリーダー を用いて、波長 550 nm に





エラスチンの定量は、 Biocolor 社の Fastin Elastin Assay kit を用い、添付のプロ
トコールに従って行った。機能性成分添加後 3 日目 (Day 7)、 6 日目 (Day 10)、 9 日
目 (Day 13) に回収したそれぞれの培地に 0.25 M シュウ酸を（培地 75 μℓ  ＋ シュ
ウ酸 25 μℓ ）マイクロチューブに入れ、 100℃ で 1 時間加熱し、 α -エラスチンへ
変換した。 
4℃ で保存した Elastin Precipitating Reagent 100μℓ 加えて A Vortex mixer 5～
6 に 15 分かけ、 12,000 r.p.m、4 ℃で 10 分間遠心にかけた。 上澄みを捨て、Dye 
Regent を 500 μℓ 加え、A Vortex mixer 5～6 を使用して撹拌を行った後、チューブ
立てにたて、振盪機で 90 分振盪を行った。 
12,000 r.p.m、4 ℃で 10 分間遠心にかけた後、上澄みを捨て、Day Dissociation 
Reagent を 125 μℓ 加えて、A Vortex mixer 5～6 に 10 分間かけ、色素溶出後、 96 




7-1. Total RNA の抽出 
機能性成分添加後 9 日目 (Day 13) の細胞を PBS で洗浄し、  RNeasy Plus Mini 
kit (Quiagen 社) を用いて、添付のプロトコールに従い total RNA を抽出した。 
24 well プレートにそれぞれ RLT を 350 µℓ 入れ、ポリスマンを使用して細胞を剥
がし、ピペットを使用して QIA-Shredder columm に移し、 9000 xg. 4℃で 2 分間遠
心後、中身をピペットを使用して、 gDNA eliminator spin column に移し、 9000 xg. 
4℃で 30 秒間遠心にかける。上のフィルター部分を取り除き 70% エタノールを 350 
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µℓ 加えてピペットを使用して混ぜ合わせる。 RNeasy spin column に 700 µℓ 移し、 
9000 xg. 4℃で 15 秒間遠心にかけ、下の部分に溜まった液を捨て、 700 µℓ の RW1 
を加え 9000 xg. 4℃で 15 秒間遠心にかけ、 500 µℓ の RPE を加え 9000 xg. 4℃で 
15 秒間遠心にかける。チューブを交換し、500 µℓ の RPE を加え 9000 xg. 4℃で 2 
分間遠心にかける。チューブを交換し、50 µℓ の RNase free Water を加え 9000 xg. 4℃
で 1 分間遠心にかけ total RNA を抽出し、使用するまで－20 ℃で凍結保存した。 
 
7-2. cDNA の合成 
High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems 社) を用い、添付のプロトコー
ルに従って行った。 Total RNA 9 μL に 10 μL の 2 × RT Buffer 、1 μL の M-MLV 
逆転写酵素溶液を加え、 37 ℃ で 60 分間反応させて cDNA を合成し 95 ℃ で 5 
分間加熱により反応を停止させた。合成した cDNA は使用するまで 4 ℃ で保存した。 
 
7-3. Real-time PCR を用いた遺伝子発現量の測定 
cDNA を Applied Biosystems 社 (以下、ABI) の Primer-probe を含む Taq Man 
Array Plates に分注し、 ABI PRISM 7000 を用いて real-time PCR を行った。ノー
マライザー遺伝子として β-actin 使用し、遺伝子発現量を相対定量 (ΔΔct 法)した。 
Primer-probe セットは ABI により至適化されたものを用いた。 
β-actin (Gen ID 01060665 g1) 、CollagenⅠ (Gene ID 00164004 m1) 、MMP1 
(00899658 m1) 、Elastin (Gen ID 00355783 m1) 、SIRTⅥ (Gene ID 00966002 m1)  
 
8) 統計処理 
得られたデータは t 検定および SPSS statics 24 バージョンを用いて一元配置分散分
析を行った。それぞれの食品成分を添加したときのデータについて、添加なしを対照群








UVA 照射および機能性成分 (Res および EGCG) の培地添加による細胞の傷害性
および生細胞数の検討は、 Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所）を用いて測定した。 
 対数増殖期にある細胞を 5000 cells/well となるように計数し、 96 well マイクロ
プレートに 100 µℓ ずつ播種し、 5 % CO₂ ､湿潤状態下 37℃ でインキュベーター内
で培養した。継代日を Day 0 として、 Day 3 に UVA 照射し、 24 時間後 Day4 に、
培地交換を行った際とその後の添加後培養 3 日目 ( Day 7) と 6 日目 (Day 10) の培
地交換の際に、最終濃度 50、 100、 150 μ mol/L になるように Res 、EGCG をそ
れぞれ培地に添加し、 9 日目 (Day 13) に培養を終了した。 
照射日（Day 0）、添加日（Day 1）、添加後 3 、6、9 日目（Day 4 、10 、13）
に CCK-8 溶液を各 well に 10 µℓ ずつ添加し、インキュベーター内で 2 時間静置し、





10) コラーゲン中の CMA 糖化反応測定 
 試薬は collagen AGEs Assay Kit(COSMO BIO CO.LTD)を用い、添付のプロトコー
ルに従って行った。コラーゲン固定化 96well プレートにアミノグアニジン溶液 0 、 
0.2 、1 、 5 m mol/L と機能性成分（Res、EGCG、クルクミン、ロズマリン酸、シ
ョウガオールを各 0.04 、0.2、1 、5 m mol/L）の濃度を 1 well あたり 50 µℓ、GO
溶液を 50 µℓ 加え、プレートの表面にシールをし、湿潤状態下の 37 ℃ インキュベー
ターで 7 日間静置し、糖化反応を行った。 
 Well 内の溶液を除去後、洗浄バッファーで 3 回洗浄し、ブロッキングバッファーを 
1 well あたり 200 µℓ 加え、室温で 1 時間静置し、ブロッキングバッファーを除去後、 
3 回洗浄し、一次抗体を 1 well あたり 100 µℓ 加え、室温で 1 時間静置した。一次抗
体を除去後、 3 回洗浄し、 HRP 標準二次抗体を 1 well あたり 100 µℓ 加え、室温
で 1 時間静置した。HRP 標準二次抗体を除去後、 3 回洗浄し、発色液を 1 well あ
たり 100 µℓ 加え、室温で 30 分間静置した。発色確認後、 1 well あたり 100 µℓ の
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サンプル処理液 50 µℓ にサンプル（培地、Res、EGCG 入り培地それぞれ 50 、100 
、150 μ mol/L 、コラーゲン（牛、ラット、標準））50 µℓ 、マーカー色素溶液 10 µℓ 
をそれぞれ加え、 90℃ で 10 分間加熱し、氷水で冷却し試料溶液を作成した。 
電気泳動装置にパジェルを設置し、泳動バッファーを注入後、試料溶液を各 well に 




取り出したメンブレンを DW に浸け、 Ponceau S 染色液に１分間浸し、 DW 、
Tween－PBS で洗浄後、 1% BSA / Tween-PBS 又は 5% スキムミルク/ Tween-PBS 
ブロッキング溶液に 24 時間振盪させながら浸け、ブロッキング処理を行った。 
Tween－PBS で洗浄後、一次抗体（ 500 倍希釈）（抗ペントシジン マウスモノ
クロール抗体 Clone No. PEN-12 / 株式会社トランスジェニック）（抗 CML ヤギモ
ノクローム抗体 Ezetimibe No. 163222-33-1 / KEMPROTEC Limited）（抗コラーゲ
ンラビットモノクローム抗体 polyclonal 1070-1120/1464）をメンブレンの上にのせて 
1 時間放置し、 Tween－PBS で洗浄後、二次抗体( 500 倍希釈、抗マウス IgG 抗体、
抗ヤギ IgG ,抗ラビット IgG )をメンブレンの上にのせて 1 時間放置した。Tween－
PBS で洗浄後、メンブレンの上に化学発光検出試薬（Clarity & Clarity Max BIO RAD 




・Negative Control・・・1 well あたり発光試料（CL reagent）10 µl と酵素希釈溶液
（Dilution buffer）80 µl の割合で混合液を作製 
 ブラックの 96 well にブランク溶液（αMEM 培地）10 µl に混合液 90 µl 加えたも
のを Negative Control とし、試料（機能性成分添加なしと Res , EGCG を添加した照
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射なし、照射 120 分の回収した培地）をそれぞれ 10 µl 分注したものに、混合液 90 µl
を加えたものを Sample(N) とした。 
・Positive Control・・・1 well あたり発光試料 10 µl と酵素溶液（Enzyme solution 
）80 µl の割合で混合液を作製 
  96 well にブランク溶液 10 µl に混合液 90 µl 加えたものを Positive Control と
し、試料をそれぞれ 10 µl 分注したものに、混合液を 90 µl 加えたものを Sample(P) と
した。生物化学発光測定装置 AB-2350 Phelios (ATTO 株式会社)を使用して測定した。
基質溶液にポンプをセットし、条件設定/計測で、ポンプの分注量を 200 µl に設定し、
プレートをセットし、測定を行った。 





第 5 章 実験結果 
 
1．UVA 照射および機能性成分が細胞の増殖と傷害に与える影響 
照射日、添加日、添加後 3 日目 (Day 7)、 6 日目 (Day 10)、 9 日目 (Day 13) で
それぞれ細胞生存率を確認した。細胞は monolayer で増殖し、UVA (-)の細胞は、 Day 
4 において形態的には confluent になったが、生細胞数は Day 4  以降  Day 7  ま
で約 20 % 程度の増加が見られ、以降定常になった。UVA 照射により生細胞数は対照
（無照射）の細胞に比べ Day 4 で約 80% であったが、その後 Day 10 まで増加して
対照群と差がなくなった。 Day 13 で confluent になった。(グラフ 2) 




比較においては対照群に対する生細胞数による補正を行った。 （グラフ 2 ,3） 
 機能性成分添加が細胞生存数に及ぼす影響では、照射なしにおいて、Res ,EGCG と
もに添加濃度が高くなるに従って、3 日目よりも 9 日目に細胞生存数に減少がみられた。 
照射 120 分においては、Res ,EGCG ともに 150µmol/L の添加において、多少の減少
はみられたが、差異はみられなかった。（グラフ 3 ） 
  


















グラフ 2 . UVA 照射（機能性成分添加なし）が細胞生存数に及ぼす影響  




グラフ 3. 機能性成分添加による細胞生存数の比較検討 
（Res  UVA(-)/ 120 分）          （EGCG  UVA(-)/ 120 分） 





った細胞（以下、UVA (-)）と比較すると照射後に減少がみられた。また UVA (-)にお






グラフ 4. 培地中へのコラーゲン分泌に対して UVA 照射および機能性成分添加が及ぼす影響
（添加後■■■  3 日目 ■■■ 9 日目）ｔ検定によるグラフ 
添加なしと機能性成分 Res および EGCG を添加したヒト皮膚線維芽細胞 
からのコラーゲン分泌量の推移と比較検討 
 
グラフ 5. 培地中へのコラーゲン分泌に対して UVA 照射および機能性成分添加が及ぼす影響 
9 日目 による比較検討 
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1） Res 添加が培地中へのコラーゲン分泌量に及ぼす影響 
Res の添加後、培地中に分泌されたコラーゲン分泌量は、 UVA (-)と比較すると 
UVA 照射後の分泌量に減少がみられた。 
UVA (-)の細胞に Res を添加すると、 Day 7 の 150 µmol/L を除き、培地中へのコ
ラーゲン分泌量に有意な増加がみられた（p<0.01）。照射後の細胞においても Day 7 の 
150 µmol/L  を除き同様の変化がみられた（Day 13 の 50 、 100 µmol/L：p<0.01 、
それ以外： p<0.05）。いずれの変化も低濃度 50 µmol/L において顕著であった。 
(グラフ 4 a.b) 
 9 日目の多重比較において、照射なしでは、添加なしと比較すると有意な増加がみら
れた。（グラフ 5 a） 
照射 120 分においては、濃度依存的に有意な増加がみられた（グラフ 5 b） 
 
2）ECGC 添加が培地中へコラーゲン分泌量に及ぼす影響 
EGCG の添加後、培地中に分泌されたコラーゲン分泌量は、 UVA (-)と比較すると 
UVA 照射後の分泌量に減少がみられた。 EGCG の添加により、 UVA (-)の細胞にお
いては、 Day 7 は 50 、 150 µmol/L で有意な増加がみられ（50 µmol/L ： p<0.01、 
150 µmol/L ： p<0.05）たが、 Day 13 では 50 µmol/L で有意な減少（p<0.05）がみ
られ、 150 µmol/L では有意な増加がみられた（p<0.05）。照射後の細胞に対する添
加では Day 7 には有意な変化はみられなかったが、 Day13 において有意な増加がみ
られた（50 , 100 µmol/L ： p<0.05 、 150 µmol/L ： p<0.01）。（グラフ 4 a.c） 
9 日目の多重比較において、照射なしでは 50 µmol/L の添加において有意な減少が
みられ、150 µmol/L の添加において有意な増加がみられたが、照射 120 分では、変
化がみられなかった。（グラフ 5 b .d） 
 
3．UVA 照射、および、 Res 、 EGCG 添加が細胞膜連結型コラーゲン蓄積量に与え
る影響の検討  
機能性成分添加後 9 日目（Day 13）の細胞膜連結型コラーゲン蓄積量は、 UVA (-)
の細胞と比較すると UVA 照射後の細胞では、添加なしでは、変化がみられなかった
が Res , EGCG の添加においてコラーゲン蓄積量に減少がみられた。 
Res を添加すると、 UVA (-)の細胞ではいずれの濃度においても添加なしと比較し
て、有意な増加がみられた（100 µmol/L ： p<0.01 、 50 ,  150 µmol/L ：p<0.05）。
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照射後の細胞に対しては、 50 µmol/L の添加により有意な増加がみられたが（p<0.05）、
より高濃度では有意な変化がみられなかった。 
EGCG を添加するといずれの濃度においても、 UVA (-)の細胞では添加なしと比較
して、有意な増加がみられたが（100 µmol/L ： p<0.05、それ以外：p<0.051）、照射
後の細胞では変化がみられなかった。（グラフ 6 ） 
多重比較においては、Res の添加において照射なしでは、150 µmol/L の添加により
有意な増加がみられ、照射 120 分では、50 µmol/L の添加により有意な増加がみられ
たが、他は変化がみられなかった。（グラフ 7.a.c） 
EGCG の添加において照射なしでは変化がみっれなかった。（グラフ 7 b）照射 120 
分では 50 µmol/L の添加により有意な増加がみられ、150 µmol/L の添加により有意な
減少がみられた。（グラフ 7 .d） 
 
 
グラフ 6. 線維芽細胞膜連結型のコラーゲン蓄積に対して UVA 照射および機能性成分 






グラフ 7. 線維芽細胞膜連結型のコラーゲン蓄積に対して UVA 照射および機能性成分 
添加が及ぼす影響     
 
『シリウスレッド染色によるコラーゲン細胞染色』 
     
コラーゲンの蓄積が少ない       コラーゲンの蓄積が多い 




機能性成分添加において、 Day 7 , 13 ともに、 UVA (-) に比べて UVA 照射後に
培地中へのエラスチン分泌量の減少がみられたが、添加なしでは、Day 7 において、





グラフ 8. 培地中へのエラスチン分泌に対して UVA 照射および機能性成分添加が及ぼす影響
（添加後 ■■■ 3 日目 ■■■ 9 日目） t 検定によるグラフ 
添加なしと機能性成分を添加したヒト皮膚線維芽細胞からのエラスチン分泌量の推移
を比較検討 
   


















培地中へのエラスチン分泌量は、 Res の添加は、UVA (-) の細胞に対してはいずれ
の濃度においても、また Day 7 ,  13 のいずれも有意な増加がみられた（p<0.01）。
照射後の細胞では、 Day 7  においては有意な減少がみられ、 Day 13  においては有
意な増加がみられた（p<0.01）。(グラフ 8) 
多重比較においては、照射の有無にかかわらず、添加なしと比較して有意な増加はみ
られたが、濃度による変化はみられなかった。（グラフ 9 a .c） 
 
2）EGCG 添加がエラスチン分泌に与える影響 
培地中へのエラスチン分泌量は、 EGCG の添加は UVA (-) の細胞においては濃度
に関わらず Day 7 ,  13 のいずれも有意な増加がみられた（照射なしの Day 13 の 
50 µmol/L ： p<0.05、それ以外：p<0.01）。照射後の細胞においては、 Day 7 では
変化はみられなかったが、 Day 13 では有意な増加がみられた（p<0.01）。 
 多重比較においては、添加なしと比較して、有意な増加はみられたが、濃度による変
化はみられなかった。（グラフ 9 .b.d） 
 
5．コラーゲンおよび老化関連遺伝子の遺伝子発現の測定 
ノーマライザー遺伝子として β-actin を用い、相対定量 (ΔΔct 値) によって算出し
た値について、添加なしを対照 1 として比較した。 
UVA (-)の CollagenⅠ と CollagenⅠ の分解酵素である Collagenase (MMP1） の
遺伝子発現について、Res 100、150 µ mol/L、 EGCG 50 µ mol/L の添加において、 
CollagenⅠ の転写の亢進が Collagenase (MMP1） の亢進より顕著にみられた (グラ
フ 10 ） 。 
一方 UVA 照射後の細胞においては、 EGCG の 50 µ mol/L の添加を除いて、 
CollagenⅠ の亢進に比べ Collagenase (MMP1） 発現遺伝子の亢進がみられた (グラ





グラフ 10.  UVA 照射および機能性成分添加が CollagenⅠ 遺伝子および 
 Collagenase 遺伝子発現に及ぼす影響 (UVA (-)) 
CollagenⅠ 、 Collagenase の遺伝子発現において、添加なしを 1 とした遺伝子の 
相対値の比較検討         添加 9 日後 ■■■ CollagenⅠ ■■■ Collagenase 
 
グラフ 11.  UVA 照射および機能性成分添加が  CollagenⅠ 遺伝子 および   
Collagenase 遺伝子発現に及ぼす影響 (UVA 照射後) 
CollagenⅠ 、 Collagenase の遺伝子発現において、添加なしを 1 とした遺伝子の相対値の 




グラフ 12 . Elastin 遺伝子発現に及ぼす影響 
Elastin の遺伝子発現において、添加なしを 1 とした遺伝子の相対値の比較検討 
添加 9 日後 UVA 照射時間 ■■■  0 分 ■■■ 120 分 
 
Elastin の遺伝子発現について、 Res 100、150 µ mol/L、 EGCG 150 µ mol/L の添
加において、 UVA (-)の細胞では顕著な発現の亢進がみられたが、 UVA 照射後の細
胞では、EGCG 150 µ mol/L 以外の細胞では、顕著な発現はみられなかった(グラフ 






グラフ 13.  SirtuinⅥ の遺伝子発現に及ぼす影響 
SirtuinⅥ の遺伝子発現において、添加なしを 1 とした遺伝子の相対値の 
比較検討 
添加 9 日後 UVA 照射時間 ■■■  0 分 ■■■ 120 分 
 
老化関連遺伝子である SirtuinⅥ の遺伝子発現は、 UVA (-) の細胞において、 Res お
よび EGCG の添加により、いずれも著しい亢進がみられ、特に Res 、 EGCG の高
濃度の添加において顕著であった。UVA 照射後の細胞においても UVA (-)の細胞ほど









Res 、クルクミン、ロズマリン酸、ショウガオールの全ての添加濃度及び、AG の 1.0 m 
mol/L、 5.0 m mol/L、 EGCG の 5.0 m mol/L の添加において、有意な減少（p<0.01
）、AG の 0.2 m mol/L の添加において有意な減少（p<0.05）がみられた。また、EGCG
においては、0.2 m mol/L では、コントロール以上に CMA 蓄積量（吸光度）の増加
がみられ、EGCG の 1 m mol/L がコントロールの 0 m mol/L (アミノグアニジン添加




グラフ 14. 機能性成分（Res、EGCG、クルクミン、ロズマリン酸、ショウガオール）   
 の添加がが CMA 生成に及ぼす影響 
無添加または等濃度のアミノグアニジンとの比較 







グラフ 15. 機能性成分添加がペントシジンの生成及び老化架橋形成に及ぼす影響 
（添加なしと比較）■ 添加なし ■ Resveratrol ■ EGCG    
Res 、 EGCG ともに、添加なしと比較すると、ペントシジン蓄積量の減少がみられ




グラフ 16. 機能性成分添加が CML の生成及び老化架橋形成に及ぼす影響 
（添加なしと比較）■ 添加なし ■ Resveratrol ■ EGCG    
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Res 、 EGCG ともに、添加なしと比較すると、 CML 蓄積量の減少がみられた。特





グラフ 17. 機能性成分添加が添加なしと比較して、コラーゲン蓄積に及ぼす影響 
        ■ 添加なし ■ Resveratrol ■ EGCG    
Res 、 EGCG ともに、コラーゲン標準液と比較するとコラーゲン蓄積量の増加がみ
られた。また添加なしと比較すると、Res の 50 µmol/L では多少の減少がみられたが
、それ以外の添加では蓄積量の増加がみられた。Res 、EGCG の 100 µmol/L （p<0.05 







図 24.ウェスタンブロッティングによるコラーゲン・ペントシジン・CML 生成の観察 
   上段：抗コラーゲン抗体による検出．中段：抗ペントシジン抗体による検出 
下段：抗 CML 抗体による検出 
 









添加なしと比較して酸化抑制がみられた。 EGCG の添加においては、50 µmol/L の添
加では、添加なしと同等であったが、濃度が高くなるに従って抗酸化能の増加がみられ
た。 













Res¹¹⁹⁾ に関する研究では、 Res の Collagenase (MMP1） との関係性を述べた報告
が多くみられる。 UVA (-)で Res を添加すると Collagenase の働きを抑制するとい
う研究結果¹¹⁹⁾¹²⁰⁾や炎症性及び老化のバイオマーカーを有意に抑制する働きがあると
いう研究結果¹²¹⁾がある。また、UVA を照射した実験で、 Res は MMP グループの 
MMP-9 遺伝子発現を減少させ、 UVA 照射後のコラーゲンの分解を防止する可能性
があるという研究結果の報告などがある¹²²⁾。 
我々が先にマウス胚線維芽細胞を用いて行った研究では、 200 μ mol/L の高濃度で
Res を添加した結果、細胞膜連結のコラーゲン定量において、有意な減少がみられたこ
とから、高濃度の添加による細胞傷害を受ける可能性があることを視野にいれ、200 μ 
mol/L の濃度以下の添加により比較検討を行った。 200 μ mol/L 添加のマウスにおける
培地中へのコラーゲン分泌量は,照射なしでは、添加後 3 日目と 9 日目を比較すると減
少していたが、照射後においては、増加している結果になり、今回のヒト皮膚線維芽細
胞の 50 μ mol/L の添加と同じような結果が得られた。 
本研究では、Res の添加において、培地中へのコラーゲン分泌量は Res の濃度が低
濃度になるに従って分泌量が増加していること、また、高濃度の添加では Day 13 に生
細胞数の減少がみられることから、低濃度の添加が産生、分泌に関して有効なのではな
いかと推測される。 
Res のサプリメントを１日 25mg 経口摂取した研究では、吸収率は少なくても 





本研究では、 Res の添加による CollagenⅠ、Collagenase 遺伝子発現を比較する
と、UVA (-) では CollagenⅠ 遺伝子発現の亢進が顕著であったが、 UVA 照射後に
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培地中へのコラーゲン分泌量の 添加後 3 日目と 9 日目を比較すると、照射の有無に





















特に UVA 照射後の培地中への分泌量の減少は低濃度になるに従って著しいのに対し、 
UVA 照射後の遺伝子発現では、添加濃度が高くなるに従って、collagenase 遺伝子の
発現が、CollagenⅠ 遺伝子の発現 の亢進以上に著しい結果であったことから、 
Collagenase 遺伝子により、CollagenⅠ 遺伝子の分泌以上に代謝が促進し培地中への
分泌量に影響を与えているのではないかと示唆される。 
 遺伝子発現において、 UVA 照射の有無にかかわらず、Elastin および SirtuinⅥ に













は添加 3 日目で見られた分泌の増加が、9 日目では添加濃度により違いが見られたのに
対し、照射後の細胞においては 3 日目も 9 日目も分泌の増加が見られ、照射による傷害
への修復への効果があることが考えられた。 
EGCG の添加においては、培地中へのエラスチン分泌量は、照射の有無にかかわら
ず、添加後 3 日目よりも、添加後 9 日目に培地中への分泌量は有意な増加がみられる
ことから、培養日数が長くなるに従って、代謝回転が活発になり添加の影響を受けて、
分泌量が増加するのではないかと推測される。 
Sirtuin は長寿遺伝子として知られているが、 マウスにおいて SirtuinⅥ の損失が
真皮中のコラーゲン線維の減少につながり、コラーゲン合成に影響を与えることを示唆
している報告がある¹⁵⁾。 
Res , EGCG は SirtuinⅥ の遺伝子発現を亢進しており、 Res , EGCG によるコラ
ーゲン分泌の増加は、 CollagenⅠ 遺伝子の発現亢進とともに、 SirtuinⅥ の発現亢
進を介している可能性も考えられる。 






告されているが、今回 Res による CMA 生成阻害活性が同程度であることから、Res の
添加においても、抑制及び生成阻害活性効果が期待できるのではないかと推測される。 





EGCG の 50µ mol/L の濃度の添加では、添加なしと比べて変化がみられなかったが、
その他の EGCG および Res の添加において、AGEs 産生抑制および老化架橋形成抑
制の可能性があるのではないかと示唆された。 
抗酸化能の測定において、照射なしにおいて、特に Res の添加においては著しい増
加がみられたことから、Res および EGCG において、抗酸化抑制の可能性が示唆さ
れた。 
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